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内容の要旨及び審査の結果の要旨
インターフェロン似下IFN）の作用機序は、主として２廷5ＷＳ/RnaseLsystelnによるＲＮＡ分解作用と
doUble毛trandedRNAactivatedprotemkinaｓｅ(PKR)活性化による蛋白翻訳阻害作用が知られている。ウ
イルス蛋白翻訳を制御しているintemalribosomalentrysite(IRES)依存性翻訳がIFNにより受ける影響に
ついて未だ明らかになっていない｡本研究は､Ｃ型肝炎ウイルス(以下HCV)に対する治療薬である]ｒＮのＨＣＶ
５，非翻訳領域01ｍ)に存在するIRES依存性翻訳に与える影響を検討した。方法は、Renil1alucii巳rasｅ遺伝
子、ＨＣＶの５，ＮＩＲの全長、そしてコア領域Ｎ末端６６塩基とFYIefIylucifbrase融合遺伝子からなる
bicsitrbnicmRNAを恒常的に発現するヒト肝癌培養細胞Ｈｕｈ７由来細胞株を用いて、IFN~αとPdy(1)－
poly(C)投与によるＣａｐ依存|生蛋白翻訳活性（以下ｃａｐ活性）及びIRES依存ｼ性翻訳活|生似下ⅡRES活|鋤
をDual-LucifbraseReporterAssaySystemにより測定した.ＩＦＮ－ａは500,1000,5000ｍ/ｍｌの濃度で、
またPoly(1)やoly(C)は5,10,20,40,80ｍｇ/1,1の濃度で培養細胞液に投与後12～16時間後にluciferaseassay
を行なった。Reni]lalucifelaseは真核生物の翻訳機構であるｃａｐ依存性に翻訳され、Firef]yluciferase融
合蛋白はHCV-IRES依存性に翻訳される。この研究で以下の結果を得た。
1.1RES活|生は、H7N-aの濃度依存性に低下し、Ｃａｐ依存性蛋白翻訳に対するIRES依存性蛋白翻訳(相
対的】RES活性)は低下し、ＩRES活|生が特異的に抑制された。同様の検討をPdy(1)poly(C)添加にても
行った。ⅡRES活性は濃度依存性に低下し、相対的ⅡRES活|生は同様に低下した。
2.2,5AＳ活性はIFN-α投与により濃度依存性に有意に増加したが、Ｐｏｌｙ(1)やoly(C)投与では変化は見ら
オ1なかった。免疫染色及びWestemblottingではIFN-a及びPdy(1)-poly(C)投与によりＰＩＱＲの軽度
の発現の増加を認めたが、ＰＩＲ発現ベクターを過剰発現させても、相対的IRES活性の低下は認めなか
った。
３．HCV-IRESには数種の宿主蛋白が結合し、特にLaproteinとＰＩＥはHCV-lRES活性を著明に増強す
ることがすでに報告されている。これらの発現変化を検討したところ、免疫染色及びWesternBlotting
では、正N~α及びPoly(1)-poMC)投与により、Ｌａｐｒｏｔｅｍ発現量は著明な減少を認めたがPIB,アルブ
ミン,Ｐ、には有意な変化を認めなかった。
４．Ｌａｐｒｏｔｅｍの過剰発現によりclFN-a、ＰｏＭＩ)-poly(C)による]RES澗生の特異的抑制は回復した。さ
らに、Ｌａｐｒｏｔｅｍをほとんど含まないウサギ網状赤血球の溶解液を用いたLnWtmlanslationによる検
討ではPoly(1)-poly(C)投与により]RES活性の特異的抑制は認められらなかった。
以上よりHCV-]RES活性の特異的抑制はＬａｐｒｏｔｅｍの特異的減少による可能性が強く示唆された。本論文
はⅡＷ－ａによりHCV-IRES活|生が特異的に抑制されることを示し、その機序はlaproteinの減少に由来
することを強く示唆した。ＩＦＮの抗ウイルス作用を説明する新しい知見であり学位に値すると判断された。
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